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論文内容の要旨 
 
現在、統合失調症研究においては、解剖学的、組織学的、生化学的、遺伝学的アプローチに
より病態生理の理解に向けた取り組みが行われ、主に患者由来死後脳を用いた研究から、疾
患感受性遺伝子の発見、病理学的変異や発現変動遺伝子の同定など、分子レベルでの理解が
進んできている。このように近年著しく進展を見せている精神疾患研究であるが、ボトルネッ
クは研究材料とりわけ臨床試料の入手や扱いが難しいことである。死後脳サンプルの提供者
の多くは長期に渡る薬剤投与を受けており、更に死後脳サンプル摘出には少なくとも死後数
時間、中には数十時間も要したケースもあり、試料の質が懸念点として認識されている。摘
出までの死後経過時間や pH などを管理することで一定の信頼性を確保していると考えられ
ているが、臨床サンプルに関して生化学的パラメーターの死後経時変化を検討することは極
めて稀である。そして老齢患者から提供されたものも多く、疾患の pathological entry や
progressionを反映したものであるかに関しては疑問
の余地も多い。 
そこで本研究では、そのような問題点を回避するた
めに統合失調症患者由来生検試料を用いた研究を
計画した。中枢組織に代わる神経を含む生検組織と
して嗅上皮組織(olfactory epithelium)に着目し、加え
て末梢組織として同患者由来の血球細胞を用い、臨
床症状との相関解析を通して、統合失調症における
病因・病態生理の解明と薬剤開発を可能とする創薬
標的探索を目的とし、探索的アプローチを駆使して
研究を遂行した（右図）。 
臨床データの解析より、臨床神経心理スコア、特に陰性症状に属する無関心・無気力、無快
感、感情平板化のドメインが嗅覚機能と負の相関を示すことが明らかとなった。これは簡便
に行うことができる嗅覚機能試験が臨床症状と関連し、嗅覚組織における遺伝子や機能変化
が臨床症状と関連を持つ可能性を示唆するものである。この結果から嗅覚組織を用いる
rationaleを得て、嗅上皮組織に関する解析を進めた。鼻腔口腔上部に位置する嗅上皮組織は、
中枢神経組織に代替するものとして近年アルツハイマー病などの他の中枢神経研究領域にお
いても注目されてきている。そこで、この嗅上皮神経組織の研究対象としての妥当性を担保
するため、複数のアプローチによる基礎検討から開始した。嗅上皮組織には鼻粘膜下層組織
が含まれており、中枢ならびに神経機能研究に対しては、必ずしも理想的な研究材料でない。
 
免疫組織学的アプローチにより、解剖学的に嗅上皮組織外側に位置する嗅上皮神経組織にお
いて神経新生ならびに分化マーカーの発現を検出した。神経新生マーカーである Neurotropic 
growth factor (NGF)は基底層に沿って発現し、成熟神経マーカーである Olfactory marker protein 
(OMP)が嗅上皮神経全体に見出された。また in situ hybridizationによる検討では、OMPが同
様の発現パターンを示し、非神経であり支持細胞 sustentacular マーカーである CYP2A6 が神
経層外側領域に検出され、それぞれの神経分化状態や多様な機能を担う細胞の位置情報を得
た。さらに嗅上皮神経を用いた機能評価のために、嗅上皮神経組織由来プライマリ細胞株を
樹立することに成功し、分化段階の神経マーカー発現の分布から主に未分化神経であること、
また各種神経伝達因子受容体の発現を検出し、少なくとも一部の神経細胞機能が保存されて
いることが示唆された。また、嗅上皮組織から神経を単離する目的でレーザー組織微小切除
法（Laser-capture microdissection; LCM）を導入し、嗅上皮に含まれる神経組織の解析を試み
た。網羅的遺伝子発現変動検討に向けて急速凍結かつ無固定の組織より RNA 抽出を行い、
RNA integrity number (RIN)を指標にした高質な RNAの取得に成功した。神経マーカー発現か
らは、成熟神経の約 30倍の濃縮を達成した。cDNAマイクロアレイによる網羅的遺伝子発現
変動ならびに Gene ontology解析の結果、患者群においてリボゾームに関連する遺伝子群、な
らびに MHC を含む抗原提示に関与する遺伝子群、ならびにミトコンドリア関連遺伝子群の
発現変動を見出した。更に嗅上皮神経組織における遺伝子発現変動と臨床症状との関連から、
リボゾームや RNA結合タンパクなど mRNA翻訳に関連する遺伝子について嗅覚機能と顕著
な負の関連を認め、パスウェイ解析からは統合失調症との関連が報告されている mTORパス
ウェイに含まれる複数の遺伝子が見出された。更に、バイオマーカー探索に向けて、同一患
者由来の末梢組織として血球細胞を用いた検討を行った。リンパ芽球を Epstein-Barr virusに
より不死化したリンパ芽球を用い、網羅的遺伝子発現変動を実施した。機能グループ解析よ
り、ミトコンドリア、RNAスプライシング、クロマチンモデリングに関する遺伝子群に関し
て顕著に発現変動を認めた。リンパ芽球細胞を用いた利点を活かして、それぞれの遺伝子発
現変動に基づく機能変化に関する検討を実施した。ミトコンドリア機能に関して、細胞内 ATP
濃度は不変であったが、高グルコース条件下において患者群細胞で活性酸素(Reactive oxygen 
species, ROS)の顕著な産生亢進が検出され、ストレス環境下における応答機構の障害が示唆
された。RNA結合タンパクからは N-methyl-D-aspartic acid (NMDA)受容体に関与する RNA結
合タンパクである CUG-binding protein (CUGBP)が見出されたことから、NMDA受容体遺
伝子の選択的スプライシングへの影響を検討した結果、高グルコース条件下において受
容体膜移行や下流シグナル伝達の増強に関与するバリアントの発現に変化をきたす傾向
を認めた。またヒストン脱メチル化に関与する遺伝子群の変動を認めたことから、クロ
マチンリモデリングに関与する機能について検討を行った。その結果、患者群細胞の高
グルコース下において、ヒストン H3リジン 9トリメチル(H3K9Me3)化の変動が見出され
た。H3K9メチル化に関与するメチル化酵素が神経機能に関与する遺伝子発現に関与する
ことが示されており、見出された脱メチル化酵素の発現変動による新規な調節機構の破
たんの可能性が考えられた。このようにリンパ芽球細胞における遺伝子発現変動が、神
経機能と関連する機能変化へ反映されていることが示され、末梢組織を用いたバイオ
マーカー探索の rationaleが確立したと考えられた。更に、同一患者からの嗅上皮神経とリ
ンパ芽球細胞の解析という本研究での利点を活かし、両組織における変動遺伝子の比較検討
を行った。嗅上皮神経とリンパ芽球において共通にかつ同方向へ発現変動を示したものとし
て 310遺伝子が見出された。そのうち 256遺伝子にユビキチンに極めて集約した関連性が認
められ、パスウェイ解析により 243遺伝子が直接ユビキチン C (UBC)と関連を持つことが示
された。この結果から、両組織に共通してタンパク分解に関連する機能が影響を受けている
ことが示唆された。 
本研究において、臨床症状と神経組織ならびに末梢細胞における遺伝子発現変動解析を組み
合わせ体系的な解析を行うためのプラットフォームを確立した。そして統合失調症患者とコ
ントロール健常人の同じ検体から採取した二つの組織（中枢・末梢）を用いて網羅的遺伝子
発現変動解析を実施し、見出された遺伝子発現を反映した機能変化をリンパ芽球細胞におい
て検出した。遺伝子発現変動は、必ずしも遺伝学的素因に基づいた変異にとどまらず、症状
と関連する病態生理の一側面を反映していることが期待される。従って、患者において特異
的に見出される細胞レベルでの変異の探索は、標的探索ならびに妥当性検証の観点から適し
たアプローチであると考えられる。更に臨床症状嗅覚機能との相関性解析においては、単独
の遺伝子発現変動解析では見いだされなかった機能グループや細胞内シグナルが患者群で抽
出されたことは興味深く、様々な臨床変数データを用いた解析を通して、疾患メカニズムに
関する新しい側面が見いだされてくる可能性は高いと思われる。単一の組織・アプローチで
は限界のある精神疾患に対する病態解明へ向けて、ヒト患者由来試料を用いた解析は中枢神
経の中心である従来の死後脳を用いた解析に加えて、本研究のような代替する神経組織や末
梢を含めた組織も活用し、更には臨床症状ならびにより客観性の高い中間表現型を解析を加
味し、多面的にアプローチしていくことが必要である。 
論文審査結果の要旨 
 
本研究では、統合失調症患者死後脳を用いた臨床研究で指摘される問題点を回避するた
め、生検試料による研究を立案、実施した。同一患者由来の神経を含む嗅上皮組織と末梢
組織である血球細胞を用い、遺伝子発現解析と臨床症状との相関解析により、統合失調症
に対する薬剤開発に向けた創薬標的と診断バイオマーカーの探索を行った。まず最初に、
臨床データの解析より陰性症状が嗅覚機能と負の相関を示すことを明らかにし、嗅覚機能
により精神症状を推定できる可能性を示唆した。次に嗅上皮神経組織について、神経新生
ならびに分化マーカーに対する in situ hybridization ならびに免疫組織学的アプローチ
により組織学的評価法を確立し、機能評価を可能とするプライマリ細胞を取得した。また、
Laser-capture microdissection (LCM）により、嗅上皮神経の単離・濃縮と同時に高質な
RNAの取得を達成した。網羅的遺伝子発現解析と嗅覚機能スコアとの相関解析により、リボ
ゾームや RNA結合タンパク質など mRNA翻訳に関連する遺伝子について嗅覚機能と顕著な負
の関連を認め、パスウェイ解析からは統合失調症との関連が報告されている mTORパスウェ
イに含まれる遺伝子が見出され、KIT ligandによる調節の可能性を明らかにした。さらに、
同一患者由来のリンパ芽球での変動遺伝子に対する細胞機能を検討した結果、ミトコンド
リア機能に関して高グルコース条件下における患者群での活性酸素の顕著な産生亢進と、
ヒストン H3リジン 9トリメチル化の変動の消失が明らかとなり、患者群ではグルコース応
答性に異常がある可能性が示された。さらに、両組織における変動遺伝子の比較検討から、
共通かつ同方向へ発現変動を示した 310 遺伝子中パスウェイ解析により 243 遺伝子が直接
ユビキチン C (UBC)と関連し、高い共通性を持つことが明らかとなり、神経組織における一
定の変化を末梢組織にて検出することができ、バイオマーカーとなる可能性を明らかにし
た。本研究を通して、死後脳に代わる生検組織として嗅上皮神経組織を用いることの合理
性を確立し、また、神経組織と共通した変化を末梢組織でも検出できることを示し、バイ
オマーカーとして用いることが可能であることを明らかにした。以上の結果は、多神田勝
規が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。
したがって，多神田勝規提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。 
 
